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\54j PROCEDE Dfc uULlUHt Ufc UtLLULbb A POlfcNTiEL ANGIOGENIQUE POUR INDUIRE LA 
MORPHOGENESE VASCULAIRE DESDITES CELLULES, MODELES IN VITRO DE MORPHOGENESE 
VASCULAIRE AINSI OBTENUS, ET LEURS APPLICATIONS NOTAMMENT AU CRIBLAGE DE DROGUES. 

(57) La presente invention concerne un procede de culture 
de 1 cellules a potentiei angiogenique pour induire la mor- 
phogenese vasculaire desdites cellules, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes consistant a: (a) obtenir une pre- 
paration cellulaire contenant des cellules a potentiei angio- 
genique; (b) mettre en contact ces cellules avec un gel de 
collagene comprenant du collagene de type III ou constitue 
exclusivement de collagene de type III, en presence d un 
milieu de culture adapte auxdites cellules; (c) laisser les 
cellules se developper dans le gel de collagene pendant 
une duree suffisante pour permettre la morphogenese vas- 
culaire. 

Llnvention concerne aussi des modeles in vitro de mor- 
phogenese vasculaire et leurs applications notamment au 
cribiage de drogues et au diagnostic de pathologies a com- 
posante vasculaire chez fhomme et PanimaL 
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proc£d£ de culture de cellules a potentiel 
angiog Unique pour induire la morphog£n£se vasculaire 
desdites cellules, modules in vitro de morphog&n&se 

VASCULAIRE AINSI OBTENUS, ET LEURS APPLICATIONS NOTAMMENT 
AU CRIBLAGE DE DROGUES. 

La pr^sente invention conceme le domaine de 
la culture cellulaire et plus particulierement un procede 
de culture de cellules a potentiel angiogenigue pour 
induire la morphog6nese vasculaire de ces cellules. La 
morphogenese vasculaire est definie cornme 1' ensemble des 
evenements cellulaires et tissulaires permettant la 
formation des vaisseaux sanguins (Risau, W. 
-Differentiation of the endothelium*. Faseb. J. t 1995, 6- 
933) : 

- soit a partir de cellules indif f erenciees 
(angioblastes) , il s'agit alors de la vasculogenese, 

- soit a partir de vaisseaux prefonnes, et 
il s'agit alors de 1 'angiogenese. 

La vasculogenese est essentiellement un 
phenomene embryonnaire alors que 1 ' angiogenese apparait 
non seulement durant 1 ' embry ogenes e , mais egaleroent durant 
la vie adulte. Cette angiogenese tardive repond a des 
processus physiologigues , tels que la cicatrisation 
tissulaire ou la regeneration endometriale, ainsi qu'a des 
phenomenes pathologiques , lors par exemple de 
complications degeneratives du diabete insulino -dependant , 
de rhumatismes inf lammatoires chroniques, d'une 
progression tumorale ou d'une endometriose. L 1 inhibition 
de 1 ' angiogenese est done un object if therapeutique dans 
ces pathologies, alors qu'au contraire, 1' induction de 
1 'angiogenese est recherchee dans la cicatrisation 
tissulaire, la greffe de peau ou la re-vascularisation 
post-ischemigue (Battegay, E. J. ■ Angiogenesis : 
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En outre, les informations recueillies grace a ce module 
aviaire ne sont pas directeroent transposables a l'homme. 

L ' utilisation de modules animaux est r endue 
difficile par la variability inter -individus ] imi tant les 
possibility de standardisation, et par la mise en oeuvre 
de manipulations lourdes peu automatisables. En outre, la 
question de la specif icite d'espece des effets observes 
est toujours soulev^e, des que le modele s'61oigne du 
modele mammifere. Enfin, la mise en place de 
reglementations visant k limiter 1' usage d* animaux dans 
1 ■ experimentation cosm^tique et pharmaceutique, n'est pas 
favorable aux developpements de ce type de modele. 

Les modeles in vitro utilisent la capacity 
de cellules en culture de former des structures tubulaires 
centrees sur un espace luminal representatif de la lumiere 
physiologique des vaisseaux de l'appareil circulatoire. De 
tels modules sont par exemple : 

- Les gels tridimensionals de collagene I 
(Montesano, R. , L . Orci, "Phorbol ester induces 
angiogenesis in vitro from large vessel endothelial cellv 
J\ Cell. Physiol., 1987, 139, 284-291) (Montesano, R. , L. 
Orci, "Tumor-promoting phorbol ester induces angiogenesis 

in vitro". Cell. 1985. 42. 4fiQ-477> r~ ^ai. ~ ^ 

cultiver des cellules d'une lignee aortique de boeuf a la 
surface d'un gel forme de collagene purifie de type I en 
presence d'effecteurs de dif ferenciation cellulaire tel 
que le phorbol myristyl acetate (PMA) . Ces cellules 
induisent la formation de cordes cellulaires qui parfois 
envahissent le gel sous-jacent pour former de vera tables 
tubules dans l'epaisseur du gel. Ce modele est limite a 
1 'utilisation de quelques lignees cellulaires tres 
particulieres ayant le potentiel de former des structures 
tubulaires dif ferenciees. L'inducteur de dif ferenciation 
le plus demonstratif dans ce modele est un ester de 
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Mechanistic insights, neovascular diseases, and 
therapeutic prospects". J. Mol. Med., 1995, 333-346). 

Ces perspectives therapeutiques necessitent 
de disposer de modules in vivo ou in vitro permettant le 
5 criblage de substances capables d'inhiber ou, au 

contraire, d'induire l'angiogenese. On connait dans l'art 
anterieur de tels modeies, parmi lesquels on peut 
distinguer les modeies animaux et les modeies in vitro. 

]0 Les modeies animaux permettent 1 'exploration 

a la fois des mecanismes directs et indirects de 
1 • angiog£nese. De tels modeies sont par exemple les 
suivants : 

- I>a neovascularisation de la corn6e d'oeil 

15 de lapin (Hendkin, P. "Ocular neovascularization. The Kril 

memorial lecture". Am. J. Ophtalmol., 1978, 85, 287-301). 
Dans ce modele, la cornee est normalement vascularisee et 
un traumatisme chimique ou physique induit la formation de 
neo-vaisseaux capillaires. Ce modele animal est limits par 

20 les complexites de manipulation, notamment la 

standardisation du traumatisme, le cout et les difficulty 
de 1" experience puisque un lapin est necessaire pour 
chaque test. En outre, son emploi est soumis aux 
reglementations sur 1 1 experimentation animale. 

25 - La membrane d'oeuf de poule embryoiui6 

(Sorgente, N. , K. E. Kuetter, L. W. Soble, "The resistance 
of certain tissues to invasion". Lab. Invest., 1975, 32 , 
217-222). II s'agit d'un modele traditionnel de 
1 • embryologie selon lequel la formation rapide d'un r6seau 

30 vasculaire durant la phase initiale de 1 ■ embryog^nise 

permet 1* analyse des effets inhibiteurs de 1 ' angiogen&se. 
Bien que le materiel mis en oeuvre dans ce module soit peu 
couteux et non soumis a une r^glementation contraignante, 
il est de manipulation delicate et non automatisable. 
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phorbol, le PMA, qui est un promoteur tumoral non 
physiologigue, alors que les indue teurs physiologiques, 
coirme le FGF (fibroblast growth factor), ont des effets 
dont la reproducibility inter laboratoire n'est pas 
5 satis f aisante. La notion de structures tubulaires tri- 

dimensional les, qui est un £ lament crucial des phdnoanfenes 
de morphog£nese vasculaire, est tou jours discutable dans 
ce module ou 1 ' envahis semen t du gel par les tubules neo- 
form£s reste trbs peu profond, et ou seul un 
10 experimentateur avert i peut clairement differencier les 

cordes cellulaires formees a la surface du gel, des 
tubules tres l£gerement sous- jacents . En consequence, une 
simple photographie de la culture en microscopie inversee 
ne permet pas d'af firmer acec certitude 1 ■ envahis seanent du 
15 gel, et seule la technique lourde d* analyse histologique 

du gel en coupes s£riees peut apporter la preuve de 
1 'envahissement du gel par les formations tubulaires. 

- Le gel de matrice EHS . II s'agit de 
matrice extracellulaire qui est secretee par une tumeur 
20 EHS de sour is et dont la composition a ete initialement 

decrite par^H. K. Kleinman (Kleinman, H. K., M. L. 
McGarvey, L. A- Liotta, P. G. Robey, K. Tryggvason, G. R. 
Martin, "Isolation and characterization of type IV 
procollagen, laminin and heparin sulfate proteoglycan from 
25 EHS sarcoma". Biochemistry, 1982, 21, 6188-6193). Cette 

matrice est purifiee par un procede non denaturant pour 
servir de support tri-dimensionnel de culture cellulaire. 
Les cellules a potentiel vasculaire forment en quelques 
heures a la surface de ce gel des structures en r£seau 
30 assimilees a des structures vasculaires. La rapidity des 

phenomenes fait admettre aux specialistes du domaine qu'il 
s'agit plus d'un phenomene de migration et d* organisation 
cellulaire, que d'une veritable dif ferenciation 
fonctionnelle. De plus, des cellules non programmes pour 
35 former in vivo des n£o-capillaires , donnent dans ce 
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modele, des structures en reseau comparables a celles 
obtenues avec.des cellules vasculaires. La sp6cificit£ 
vasculaire des ph^nom^nes observes dans ce modele n ' est 
done pas admise de fagon g6n6rale. Ce produit est 
5 d'ailleurs commercialise dans diverses applications de 

recherche, autres que 1 ' etude des phenomenes 
angiogeniques. 

- Les lignees de cellules embryonnaires de 
souris. Les cellules du stroma pr^coce de l'embryon de 

10 souris, designees dans la litterature par cellules ES, 

forment des corps embryonnaires apres culture in vitro 
dans des conditions appropriees. Ces corps embryonnaires 
sont capables de former des kystes pleins dont les 
cellules de la cogue externe expriment certains carac teres 

15 de dif ferenciation angiogenique de type vasculaire, 

designes corps embryonnaires vasculaires (Wang, R. , R. 
Clark., V. L. Bautch, ■Embryonnic stem cell-derived cystic 
embryold bodies form vascular channels : an in vitro model 
of blood vessel development", Development 1992, 114, 303- 

20 3 1 6) . Ce modele explore les phases tres initiales de la 

vasculogenese embryonnaire. En effet, bien que 1* amorce de 
canaux vasculaires existe dans ce modele, ces structures 
restent a* 1 1 interieur du corps embryonnaire et ne 
poursuivent pas leur developpement . II s'agit done 

25 exclusivement d'un phenomene de vasculogenese. 

La multiplication des modeles in vitro 
temoigne de la difficulte de definir un modele general, 
simple d'emploi et reproductible. En effet, comme indiqu£ 
pour chacun des exemples de l'art anterieur rappeles ci- 

30 dessus, 1 ' organisation tri-dimensionnelle des structures 

vasculaires neo-formees est difficile a d&nontrer. En 
outre, les phenomenes observes avec les modeles existants 
ne sont repr£sentatif s que de certaines 6 tapes du 
processus complexe qui s'enchainent selon une chronologie 

35 precise pour permettre la formation d'un n6o-capillaire. 
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Ainsi, l*int£ret de la diversity des modeles existants 
repose sur leur complementarity, chague modele 6tant 
adapte a l'£tude de certains aspects settlement de 
1 'angiog^nese; or cette diversity n'est pas compatible 
avec une utilisation industrielle facile. 

Le but de la pr£sente invention est 
preci semen t d' of fir un modele couvrant les deux grandes 
phases de la morphogenese vasculaire, la vasculog&iese, 
c ' est a dire la formation de n£o-vaisseaux a partir de 
cellules indif f erenciees, et 1 • angiogenese , c'est a dire 
1' extension vasculaire a partir de neo-vaisseaux pr6- 
formes. Un but supplementaire de la present e invention, 
qui n'est realise par aucun des modeles de I'art 
anterieur, est de pouvoir distinguer aisement, la 
multiplication cellulaire, la migration avec envahissement 
du tissu avoisinant, la tubulisation avec formation d'une 
lumiere interne, le bourgeonnement avec formation de 
structures secondaires. 

Ces huts sont atteints grace a un procede de 
culture de gellules k potentiel angiogenique, general, 
simple d'emploi et reproductible, permettant d'induire la 
morphogenese vasculaire desdites cellules, comprenant les 
etapes consistant a : 

- (a) obtenir une preparation cellulaire 
contenant des cellules a potentiel angiogenique; 

- (b) mettre en contact ces cellules avec un 
gel de collagene comprenant du collagene de type III ou 
constitue exclusivement de collagene de type III, en 
presence d'un milieu de culture adapte auxdites cellules; 

- (c) laisser les cellules se d£velopper 
dans le gel de collagene pendant une dur£e suffisante pour 
permettre la morphogenese vasculaire. 

Le gel de collagene mis en oeuvre a l*6tape 
(b) est constitu6 de collagene des types I et III; selon 
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une forme de realisation preferee, il comprend entre 
environ 15 et 100 %, et avantageusement entre 30 et 100 %, 
de collagene de type III. 

La preparation de gels de collagene de ces 
5 types sont notamment decrit dans les demandes de brevet 

europeen publiees sous les numeros 214 035, 242 270, 667 
332. D'autres collagenes de ces types sont disponibles 
comnercialement . ~' : 

II peut s • agir de collagenes humains ou 
10 d'origine animal e, obtenus de placenta, 

Les cellules a potentiel angiogenique 
envisages dans le cadre de 1 # invention sont plus 
particulierexnent choisies parmi des cellules d'une lignee 

15 de cellules souches embryonnaires de mammifere, des 

cellules de teratocarcinome, des cellules tumorales, ou 
tout autre type de cellules presentant un potentiel 
angiogenique conune des cellules ayant acquis par 
modification genetique ce potentiel angiogenique. 

20 A titre d'exemple specif ique de cellules 

d'une lignee de cellules souches embryonnaires de 
mammifere, on peut citer des cellules ES de souris, telle 
que la lignee D3 d6riv6e de blastocystes de souris (ATCC 
CRL 1934) . 

25 

Independamment du milieu de culture adapts 
aux cellules cultivee de 1 ' etape (b) et qui est un milieu 
classique que l'homme du metier est a meme de determiner 
selon la nature des cellules mises en oeuvre, la 

30 Demanderesse a observe que l'adjonction a ladite etape (b) 

d'un ou plusieurs facteurs de croissance, par exemple 
incorpores au gel de collagene, et plus particulierement 
de FGF (fibroblast growth factor) et surtout de VEGF 
(vascular endothlial growth factor) ou d'un melange de FGF 

35 et de VBGF, permet de doubler environ le nombre de corps 
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embryonnaires, de favoriser et d'accelerer la formation 
des structures 1 tubulaires. 

Le proced£ de 1' invention defini ci-dessus 
5 permet d'induire chez des cellules a potent iel 

angiog£nique un effet cellulaire surprenant, en effet, si 
le potentiel vasculaire des corps embryonnaires £tait 
connu, la revelation de 1 'expression in vitro de ce 
potentiel de dif ferenciation est remarquable . Ce proc6de 
10 permet de disposer d'un nouveau modele de morphogenese 

vasculaire assurant 1 1 exploration distincte au cours de 
l'etape (c) lors d'une meme experimentation des deux 
phases representatives de la morphogenese vasculaire : 

- la formation de troncs initiaux a partir 
15 de corps embryonnaires, laguelle est le reflet de la 

vasculogenese , 

- la formation de tubules secondaires au 
niveau des fourches de division des tubules primaires, 
laquelle est le reflet d'un bourgeonnement caract6ristique 

20 de 1' angiogenese . 

„ L ' invention concerne done aussi un module in 
vitro de morphogenese vasculaire, caracterise en ce qu'il 
comprend des cellules a potentiel angiogenique incluses 
dans un gel de collagene comprenant du collagene de type 

25 III ou const itue exclusivement de collagene de type III, 

dans un milieu de culture adapte auxdites cellules, Ce gel 
de collagene est avantageu semen t constitue de collagene 
des types I et III d'origine placentaire, et selon une 
forme de realisation preferee, il comprend entre environ 5 

30 et 100 % de collagene de type III. 

Selon une forme de realisation particulidre, 

et independamment du milieu de culture adapts aux 

cellules, le modele de 1 ' invention comprend egalement un 

35 ou plusieurs facteurs de croissance. Des facteurs de 
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croissances preferes sont le FGF mais surtout le VEGF, ou 
un melange de FGF et de VEGF. 

Conformentent au proced£ defini prec^denanent , 
on prefere, dans le modele de 1* invention, que 

- le gel de collagene soit constitue de 
collagene des types I et III, et dans ce cas comprenne 
entre environ 15 et 100 %, et avantageusement entre 30 et 
100%, de collagene de type III. 

- les cellules a potentiel angiogenique 
soient choisies parmi des cellules d'une lignee de 
cellules souches embryonaires de fere, des cellules 
de t£ratocarcinome, des cellules tumorales, ou tout autre 
type de cellules presentant un potentiel angiogenique 
comme des cellules ayant acquis par modification genet ique 
ce potentiel angiogenique. A titre d'exemple specif ique de 
cellules d'une lignee de cellules souches embryonaires de 
mammifere, on peut citer des cellules ES de souris, telle 
que la lignee D3 ddrivee de blastocystes de souris (ATCC 
CRL 1934) . 

^En raison de leur sinrplicite, le procede de 
1" invention et ' le modele qui y est associe, precedemment 
decrits, sont particulierement adapt£s au criblage 
industriel de medicament sur la base de leurs proprietes 
pro ou anti vasculaires. En outre, ils donnent la 
possibility d'etudier le developpement vasculaire, mais 
egalement les dysf onctionnements vasculaires, en utilisant 
par exemple des anticorps neutralisants ou des sondes 
oligonucleotidiques anti-sens. 

En effet, la mise en oeuvre du procede de 
1' invention avec des molecules, notamment dont 1 'activity 
est inconnue, permet de selectionner celles qui 
presenteraient une propriete de modulation des ph£nom&nes 
de vasculogenfese ou d'angioggnese. De telles molecules 
auraient un int£ret pharmacologique majeur dans de 
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multiples pathologies tant humaines que animales 
impliquant un dysf onctionnement vasculaire, comme des 
complications degeneratives du diab£te, des rhumatismes 
inflaxnmatoires articulaires, la progression tumorale et 
5 metastatique. 

En consequence, 1 4 invention concerne aussi 
un proc£d£ de criblage de substances susceptibles de 
f avoriser ou inhiber la morphog£nese vasculaire met tant en 
oeuvre un proced£ de culture de cellules a potentiel 

10 angiogenique d£crit prec^demment , caracteris^ en ce que 

l*on introduit la substance a tester a I 1 une au moins des 
e tapes (a) a (c) de ce proc£de, et en ce que 1 ' on mesure 
par tout moyen approprie la presence ou 1 ■ absence de 
morphogenese vasculaire. 

15 La mise en oeuvre de ce procede de criblage 

peut etre avantageusement realisee grace a une trousse 
conprenant au moins un compart iment protege renfermant un 
rcodele de 1' invention decrit precedemment , ou une ou 
plusieurs series de compart iment s proteges, chaque s6rie 

20 comprenant un compart iment renfermant un gel de collagene 

et au moins un des coinpartiments suivants : 

un compart iment renfermant des cellules a 
potentiel angiogenique, 

- un compart iment renfermant un milieu de 
25 culture adaptee auxdites cellules ; 

- un compart iment renfermant un ou plusieurs 
facteurs de croissance. 

Outre, 1 • application du procede de 
30 1* invention au criblage de drogues, celui trouve des 

applications dans le domaine du diagnostic, chez 1'homme 
ou 1* animal, du potentiel metastatique d'une tumeur et de 
pathologies a composante vasculaire. 

En effet, la vascularisation d'une tumeur 
35 est souvent correlee a son potentiel metastasique. En 
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consequence, la mesure du potentiel angiogenique selon le 
procede de 1 ' invention permet de pronostiguer la gravite 
de la tumeur . En cancerologie clinique, 1 ' £tablissement 
d'un pronostic de gravity d'une tumeur maligne solide 
pourrait etre alors ameliore par la prise en compte du 
pouvoir angiogenique de la tumeur. Actuellement des tests 
cytologiques sont realises pour mesurer le developpement 
du r£seau vasculaire intra- tumoral mais aucun test 
fonctionnel n'existe. 

L* invention concerne done aussi un procede 
de diagnostic du potentiel metastatique d'une tumeur chez 
un patient mettant en oeuvre un procede de culture de 
cellules a potentiel angiogenique deer it precedemment , 
caracterise en ce que les cellules a potentiel 
angiogenique incluses dans le gel de collagene sont des 
cellules tumorales prelevees chez ledit patient. 

La mise en oeuvre de ce procede diagnostic 
du potentiel metastasique d'une tumeur peut etre 
avantageusement realisee grace k une trousse con5>renant 
une ou plusieurs series de compart intents proteges, chaque 
serie comprenant un compartiment renfermant un gel de 
collagene et au moins un des con?>artiments suivants : 

- un compartiment renfermant un milieu de 
culture adaptee auxdites cellules; 

- un conpartiment renfermant un ou plusieurs 
facteurs de croissance; 

- un compartiment dans lequel seront placees 
des cellules tumorales prelevees chez ledit patient. 

Les pathologies a composante vasculaire, 
telles que des diabetes, des rhumatismes, 1 ' endometriose 
et des cancers engendrent la presence dans les fluides 
biologiques de facteurs angiogeniques, comme le PGF ou le 
VEGF, susceptibles de const ituer des marqueurs du 
developpement de la maladie. L' invention concerne done 
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encore un proc6d4 de diagnostic d'une pathologie a 
composante vasculaire chez un patient mettant en oeuvre un 
proced6 de culture de cellules a potentiel angiog^nique 
d6crit pr6c6denment , caract6ris6 en ce qu'a l'une au moins 
des etapes (a) A (c) , on ajoute un £chantillon biologique 
prelevd dudit patient et susceptible de contenir des 
facteurs angiog£niques capables de favoriser la 
morphog£nese vasculaire. Les echanti lions biologigues sur 
lesquels peuvent etre pratiques ce diagnostic sont 
notamment le serum, 1 'urine, le liquide cephalo-rachidien, 
le plasma, etc. . . 

La mise en oeuvre de ce proc6d6 de 
diagnostic de pathologies a composante vasculaire chez un 
patient peut etre avantageusement realisee grace a une 
trousse comprenant au moins un compart intent prot6ge 
renfermant un modele de 1* invention decrit precedemment , 
ou une ou plusieurs series de compart iments proteges, 
chaque s£rie comprenant un compartiment renfermant un gel 
de collagene, et au moins un des compart iments suivants : 

- un compartiment renfermant des cellules a 
potentiel angiog&iique, 

un compartiment renfermant un milieu de 
culture adaptee auxdites cellules; 

- un coifipartiment dans lequel sera placee un 
echantillon biologique preleve dudit patient. 

Outre des applications au criblage de drogue 
et au diagnostic, le procede de culture de cellules a 
potentiel angiog£nique de 1 • invention, permet de preparer 
un biomateriau a base de collagene dans lequel sont 
incluses, selon le stade de l'etape (c), des cellules, 
soit a potentiel angiogenique , soit ayant plus ou moins 
deja induit une dif ferenciation vasculaire. L' invention se 
rapporte done aussi a un biomateriau cellularise constitu£ 
d'un gel de collagene comprenant du collagene de type III 
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ou constitue exclusivement de collag&ne de type III, dans 
lequel sont incluses des cellules a potentiel angiogenique 
ou des cellules ayant plus ou moins induit une 
differenciation vasculaire. Le biomateriau precedent peut 
en outre comprendre ou Stre impregne d'un milieu de 
culture adapte aux cellules incorporees dans le gel de 
collagene. Avantageu semen t , le gel de collagene entrant 
dans la composition de ce biomateriau, est constitu£ de 
collagene des types I et III, et selon une forme de 
realisation prefer£e, il comprend entre environ 15 et 
100 % et avantageusement entre 30 et 100 %, de collagene 
de type III. II peut s'agir de collagenes humains ou 
d'origine animale, obtenus de placenta. 

Les cellules entrant dans la composition de 
ce biomateriau peuvent, en outre, avoir ete, prealablement 
a leur inclusion dans le gel de collagene, genetiquement 
modifiees pour produire des principes actifs 
therapeutiques, comme des facteurs de croissance. 

Ce biomateriau peut encore conformement au 
procede de 1 1 invention etre impregne d'au moins un facteur 
de croissance^ tei que le VEGF et/ou le FGF. . 

tin biomateriau conforme a 1 1 invention est 
utile comme implant cellularise pour remplacer ou 
condenser la vascularisation defectieuse d*un organe, ou 
encore dans une strategie de therapie cellulaire, pour 
permettre la production in vivo d'un principe actif 
therapeut ique . 

Une application de 1' invention, proche de la 
precedente, consiste a mettre en oeuvre dans un organisme, 
a titre d' implant colonisable par des cellules, un 
biomateriau constitu6 d'un gel de collagene comprenant du 
collagene de type III ou constitu£ exclusivement de 
collagene de type III, impregn£ d'au moins un facteur de 
croissance, de preference choisi parmi le FGF et le VEGF. 
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Coirane pour le biomateriau precedemment , il comprend, selon 
une forme de realisation pref£ree, entre environ 15 et 
100 % et avantageu semen t entre 30 et 100 %, de collagene 
de type III. II peut s'agir de collag&nes humains ou 
d'origine animal e, obtenus de placenta. Ce biomateriau est 
particuliferement utile comme implant colonisable in vivo, 
dans l'organisme d'un sujet huxnain ou animal, par des 
cellules dudit organisme. Ce biomateriau peut alors 
comprendre outre le gel de collagene et le(s) facteur(s) 
de croissance, un milieu adapt e, voir s£lectif, 
favorisant sa colonisation par un ou plusieur types 
cellulaires de l'organisme. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1* invention apparaitront a la lecture des exemples qui 
suivent donnes a titre non limitatifs et se referant aux 
dessins en annexe, dans lesquels les figures 1 et 2 
representent des photos, en microscopie inversee, de 
corps embryonnaires vascularises obtenus avec le procede 
de 1' invention. 

I - Culture de cellules ES indi f ferenciees. 

Les cellules ES de la lignee D3 derivee de 
blastocystes de souris (ATCC CRL 1934) sont cultivees dans 
des boites de culture 100 mm (Costar, Cambridge, Ma, USA, 
r6f. 3100) recouvertes de gelatine 0,2 % (Sigma, Saint 
Louis, Mi, USA M17353) 

Le milieu de culture est constitue de milieu 
"Dubelco Modified Eagle's Medium (DMEM) High Glucose 
(Gibco 41965-039) additionne de 15 % de serum de veau 
foetal (FCS, Gibco, Grand Island, NY, USA) , de pyruvate de 
sodium 1 mM (Gibco 1136-039), d'acides amines non 
essentiels 0,1 mM (Gibco 11140-035), de L-Glutamine 2 mM 
(Gibco 25030-032) , de mono-thio-glycerol 150 mM (Sigma, 
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Saint Louis, Mi, USA M17353) et d'un melange de 
penicilline-streptonnycine 100 pg/ml (Gibco 15140-030) • 

Les cellules sont maintenues sous forme 
indif f £renci£es par ajout de LIF recombinant humain 
(leukemia inhibiting factor) 1000 u/ml (Schmitt, R, , M. 
Bruyns, H. R. Snodgrass, "Hematopoetic development of 
embryonic stem cells in vitro : cytokin and receptor gene 
expression". Genes Dev. , 1991, 5, 728-740). Le milieu de 
culture additionne de LIF est renouvel6 tous les jours. 

Sous ces conditions, 95% de la population de 
cellules ES est dans un 6tat indif ferencie clairement 
visible en microscopie a contraste de phase. Un stock de 
plusieurs dizaines de cryotubes contenant 5 millions de 
cellules ES provenant du meme passage a ete prepare a 
1 ' avance . 

Ce protocole experimental permet bien 
entendu un grand nombre de variantes a la portee de 
1'horame du metier k partir de 1 ■ enseignement de cet 
exemple. II est possible notamment de ren5>lacer le LIF par 
tout autre inhibiteur de la differencial on, comme 
l'Oncostatin H. 

II - Experiences de dif f erenciati on. 

Une ampoule de cellule D3 est decongelee 
puis mise en culture comme indiquee ci-dessus. Apres deux 
jours de culture, les cellules sont subconf luentes . Elles 
sont alors decollees par une solution de trypsine 0,25 % 
(Gibco) dans du tampon salin (PBS) contenant 1 mM d'EDTA, 
puis ensemenc^es k raison de 5 milions de cellules par 
boite durant 24 heures. Trois heures avant 1' induction de 
la dif f6renciation, le milieu contenant du LIF est 
renouvel£ . 
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Apres trypsination, la dif f 6renciation est 
realisee dans des boites de culture bacteriologiques 
(35/10 ran) (Greiner, 627102) . Sont m£lang£s par boite : 

- 500 |ll d'une solution de collagene I+XII 

5 prepare k partir de placenta humain (50 % de chacun des 

deux types de collagene) , 

- 250 |Xl de milieu Iscove Medium Dulbecco 

Modified (IMDM) deux fois concentre (Gibco 42200-014), 

- 750 Jll d'une solution de dif f^renciation 

10 deux fois concentre (SD) contenant de la trans f err ine 

300 mg (Boehringer Mannheim 652202), de l'insuline 
10 mg/ml (Boehringer 977420), du mono- thio -glycerol 450 
mM, 15 % de serum de veau foetal (FCS, Gibco, Grand 
Island, NY, USA) dans de 1 ' ISCOVE Glutamax (Gibco 31980- 

15 022) 

- 50 |ll de suspension contenant au moins 500 

cellules. 

En controle, des inductions de 
20 dif ferenciation sont realisees en remplagant la solution 

de collag&ne ^par de la methyl-cellulose 1,1 % (Methocel 
high viscosity? Fluka A. G., Buchs, Suisse) selon la meme 
technique. * 

Enfin, des essais sont egalement realises en 
25 utilisant comme support de culture, une solution de 

matrice Matrigel (EHS) (Collaborative Biomedical Product, 
Bee ton Dickinson) utilis£e diluee au 1/2, additionnee du 
milieu SD et d , une solution d ' IMDM tous deux concentres 
deux fois. 

30 Pour certains essais, les cytokines seules 

ou en melange suivantes ont ete incorporees au milieu de 
culture : 

- VEGF recombinant humain a raison de 
50 ng/ml (Pre protech 100-20), 
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- bPGF recombinant humain a raison de 
100 ng/ml (R&D 233-FB-025) . 

Toutes les experiences rapportees ci-dessus 
ont et£ r6alisees selon le meme schema, lequel constitue 
un exeng>le acceptant de nombreuses variantes k la portee 
de l'homme du metier a partir de 1 • enseignement de ce 
schema. Notamment, des essais favorables ont ete realises 
avec un gel de collagene const itu6 de collagene I+III 
comprenant 10 % de collagene III pour 90 % de collagene I. 

Le collagene prefer^ est un collagene 
placentaire humain non denature de type I+III prepare en 
solution a 3 mg/ml et dilue a 1 mg/ml en presence du 
milieu de culture qui eleve son pH et le gelifie. Le gel 
ainsi obtenu en quelgues heures est un gel semi-solide qui 
est facilement demoulable et sechable sur lame. La 
concentration en collagene doit bien entendu etre adaptee 
pour disposer d'un gel ni trop liquide, ni trop solide ; a 
titre indicatif, la quantite de collagene peut etre 
comprise entre 0,5 mg/ml et 20 mg/ml. 

Les proportions de cellules par rapport a la 
quantity de collagene sont susceptibles dadmettre des 
variations par 'rapport au schema rapporte ci-dessus. Des 
r£sultats concluant ont ete obtenus avec des melanges 
comprenant entre 500 a 1500 cellules pour environ 1,5 mg 
de collagene. 

Ill - Quantification du phenom^n e observe. 

Les boites sont observees quotidiennement au 
microscope inverse et photographiees . Des comptages 
peuvent etre realises afin d'evaluer le nombre de corps 
embryonnaires : 

- ne presentant pas de structure vasculaire 

(CO) , 
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- pr£sentant une ou plusieurs structures 
tubulaires inf£rieures A son diamfetre (C+) , 

- presentant un ensemble de tubules de 
longueur sup^rieure ou £gale k son diametre (C++) . 

5 Un pourcentage de vascularisation est 

ensuite obtenu en calculant le rapport : (C+)+(C++) / 
noitibre total de corps embry onna ires par boite. 

iv - Coloration — s£ — jpim^pQyoyesceMce 

10 igdiy^Ptgt 

Occasionnellement , les gels sont seches sur 
lame selon la m£thode initialement d^crite (Lanotte, M. , 
"Terminal differentiation of hematopoietic cell clones 

15 cultured in tridimesional collagen matrix : in situ cell 

morphology and enzyme histochemistry analysis". Biol. 
Cell., 1984, 50, 107-120), puis colores au May Grunewald 
Giemsa (Biolyon, Unipath, Dardilly, France 09262 et 09766) 
selon les recoxnnandations du foumisseur. 

20 Les gels seches peuvent egalement etre fixes 

par une solution de paraformaldehyde 3 % preparee dans du 
tampon phosphate salin (PBS) afin de permettre la 
realisation d'un test d' immunofluorescence indirecte. Les 
lames sont ensuite mises en contact a 37 °C durant une 

25 heure avec un anticorps monoclonal de rat dirig£ contre 

une mol6cule marqueur des cellules vasculaires (PECAM pour 
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule, ou Facteur 
von Willebrand) (Risau, W. , "Differentiation of the 
endothelium". Faseb *7., 1995, 6-933). Apres plusieurs 

30 lavages effectues en PBS, les lames sont incub£es 30 

minutes avec une solution contenant des fragments F(ab')2 
de serum de chevre dirig£ contre les imntunoglobu lines G de 
rat diluee au 1/100 (Jackson ImmunoResearch , Immunotech, 
France) dans du PBS. Deux derniers lavages en PBS 
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permettent 1 ■ observation des lames au microscope a 
fluorescence. 

V - R^gultats. 

La mat rice Matrigel (EHS) additionn^e ou non 
de facteurs de croissance ne permet pas I'obtention de 
corps embryonnaires (CE) . En effet, les cellules ES ne 
s'associent pas en amas constitues de guelques cellules et 
ne forment pas de structures plus importantes. Elles ne 
peuvent pas etre observees au microscope et doivent 
certainement mourir tres rap i dement , 

La methyl-cellulose additionnee ou non de 
facteurs de croissance permet la formation de CE en 
quelques jours. AU bout de trois jours, des amas 
cellulaires sont observes. Ces amas grossissent jusqu'& 
etre visibles a l'oeil nu au bout de cinq jours. Les CE 
ainsi obtenus peuvent presenter des morphologies 
differentes selon qu f ils sont ou non entoures d'une coque 
cellulaire. Mais aucune structure vasculaire exterieure 
n'est observee avec ce support de culture. Ces resultats 
sont a rapprocher de plusieurs travaux ant^rieurs 
decrivant des canaux vasculaires confines a 1 ' int^rieur 
des CE (Wang, R. , R. Clark., V. L. Bautch, -Embryonnic 
stem cell-derived cystic embryold bodies from vascular 
channels : an in vitro model of blood vessel development". 
Development 1992, 114, 303-316 ; Doetschman, T. , A. Kier, 
J. D. Coffin, -Embryonic stem cells model systems for 
vasculogenesis and cardiac disorders". Hypertension, 1993 , 
22, 618-629). L'adjonction de facteurs de croissance 
permet de doubler le nombre de CE obtenus a partir de 1500 
cellules ES indifferenciees (obtention de 50 CE au minimum 
par bolte en presence de facteurs de croissance) . 
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De mani&re remarquable, le proc£d6 de 
1 ' invention ntettant en oeuvre un support de gel de 
collagene I+III pennet la formation de CE pr^sentant des 
structures tubulaires rayonnantes. 
5 Les cellules ES indif ferenciees incorpor4es 

a l'int6rieur du gel de collagene I+III contenant la 
solution SD presentent le meme aspect qu'en presence de 
methyl cellulose durant les premiers jours de la culture. 
Mais, entre J5 et J8, les CE form6s (une trentaine par 

10 boite au minimum) voient leur taille augmenter. Au cours 

des jours suivants, certains d* entre eux presentent des 
structures tubulaires rayonnantes dont la longueur est la 
plupart du temps inferieure au diametre du CE consid6r6. 
Le pourcentage de vascularisation peut neanmoins atteindre 

15 50 %. Ces structures tubulaires ne sont pas rev616es en 

immunofluorescence par des anticorps monoclonaux dirig^s 
contre des molecules marqueurs des cellules d'origine 
vasculaire. 

L' addition de VEGF et de FGF favorise et 
20 accel^re la dif f erenciation des cellules ES en cellules 

endoth61iales. Ainsi, lorsque du FGF, du VEGF ou un 
melange de ceux-ci est incorpor£ au gel de collagene, des 
structures tubulaires commencent a se former des j6. Le 
calcul du pourcentage de vascularisation a permis de 
25 montrer : 

- qu'il existe bien un dec a 1 age d # apparition 
des structures tubulaires sans facteur de croissance par 
rapport aux conditions avec des facteurs de croissance , 

- que le FGF et surtout le VEGF introduits 
30 individuellement sont suffisants a induire une 

tubulisation, 

- que le FGF et le VEGF agissent en synergie 
puisque la condition reunissant ces deux facteurs donne 
les meilleurs resultats (75 % de vascularisation a J10) . 
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Les experiences d* immunofluorescence ont 
clairement d&nbntre le caractere vasculaire des structures 
tubulaires obtenues en presence de VBGP. Ce facteur semble 
particulierement efficace pour induire la dif ferenciation 
des cellules ES en cellules endoth£liales exprimant les 
molecules PECAM mais 6galement le facteur von Willebrand 
qui est un marqueur- tardif de la dif ferenciation 
endothelial e . 

La photo de la figure 1 representee en 
microscopie inversee, differents types de corps 
embryonnaires obtenus a J10 dans un gel de collag&ne 
supplements par du VEGF et du FGF. On observe sur cette 
photo, de la gauche vers le droite : un CE non 
vascularise, un CE entoure de cellules ayant migre dans le 
gel, enfin un CE fortement vascularise, c'est a dire, dont 
la longueur des tubules est supSrieure au diametre du 
corps et presentant des branchements secondaires, 
temoignant du processus d ' angiogenese. 

La photo de la figure 2 represente, en 
microscopie invers.ee, un CE fortement vascularise 
(branchements- tertaires) avec presence de nombreuses 
cellules intra-tubulaires probablement d'origine 
hematopoietigue. 
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REVINDICATIONS 

1) Proc6d£ de culture de cellules k 
potentiel angiog^nique pour induire la morphog£n&se 

5 vasculaire desdites cellules, caracterise en ce qu'il 

coirprend les Stapes consistant a : 

- (a) obtenir une preparation cellulaire 
contenant des cellules k potentiel angiog&nique; 

- (b) mettre en contact ces cellules avec un 
10 gel de collag&ne con?>renaiit du collagene de type III ou 

constitue exclusivement de collagene de type III, en 
presence d'un milieu de culture adapts auxdites cellules; 

- (c) laisser les cellules se developper 
dans le gel de collagene pendant une dur6e suffisante pour 

15 permettre la morphogenese vasculaire. 

2) Proc6de selon la revendication 1, 
caracteris6 en ce que le gel de collagene est constitue de 
collagene des types I et III. 

20 

- 3) Proc6d6 selon l'une des revendications 1 
ou 2, caracterise en ce que le gel de collagene comprend 
entre environ 15 et 100 %, et avantageu semen t entre 30 et 
100 %, de collagene de type III. 

25 

4) Proc£de selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en que le 
collagene est d'origine placentaire. 

30 5) Procede de culture de cellules k 

potentiel angiogenique selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 4, caract6ris6 en ce que lesdites 
cellules sont choisies parmi : 

- des cellules d'une lignee de cellules 
35 souches embryonnaires de mammif^re; 
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des cellules de teratocarcinome a 
potent iel angiogenique; 

des cellules tumorales a potential 

angi ogenique ; 

- des cellules ayant acquis par modification 
genet ique un potentiel angiog^nique. 

6) Procede selon l'une quelconque des 
revendi cations prec^dentes, caracterise en ce qu'a l'^tape 
(b) on ajoute un ou plusieur facteurs de croissance. 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les facteurs de croissance ajout6s a 
I'etape (b) sont le bFGF ou le VEGF, ou un melange de 
ceux-ci . 

8) Module in vitro de morphogenese 
vasculaire, caracterise en ce qu'il conprend des cellules 
a potentiel angiogenique incluses dans un gel de collagene 
comprenant du collagene de type III ou constitue 
exclusivement.de collagene de type III, dans un milieu de 
culture adapte auxdites cellules, eventuellement 
additionne d'un ou plusieur facteurs de croissance. 

9) Modele selon la revendication 8, 
caracterise en ce que le gel de collagene est constitue de 
collagene des types I et III. 

10) Modele selon l'une des revendications 8 
ou 9, caract6ris6 en ce que le gel de collagene comprend 
entre 5 et 100 % de collagene de type III. 

11) Modele selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 10, caracterise en ce que les cellules 
a potentiel angiogdnique sont choisies parmi : 
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- des cellules d'une lignee de cellules 
souches embryonaires de mammifere; 

- des cellules de teratocarcinome a 

potentiel angiogenique; 

- des cellules tumorales a potentiel 

angiogenique; 

- des cellules ayant acquis par modification 
g6n6tique un potentiel angiogenique. 

12) Procede de criblage de substances 
susceptibles de favoriser ou inhiber la morphogenese 
vasculaire mettant en oeuvre un procede sfelon I'une 
quelconque des revendications 1 a 7, caracteris6 en ce que 
l'on introduit la substance a tester a I'une au moins des 
(a) a (c), et en ce que l'on mesure par tout moyen 
approprie la presence ou 1 ' absence de morphogenese 
vasculaire. 

13) Trousse de criblage de substances 
susceptibles de favoriser ou inhiber la morphogenese 
vasculaire, j>our la mi se en oeuvre d'un procede selon la 
revendication-12, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un conpartiment protege renfermant un modele selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 11, ou une ou 
plusieurs series de compart iroents proteges, chaque serie 
comprenant un conqpart iment renfermant un gel de collagene 
et au moins un des compart iments suivants : 

- un conqpartiment renfermant des cellules a 

potentiel angiogenique, 

- un compart iment renfermant un milieu de 

culture adapte auxdites cellules; 

- un conpart iment renfermant un ou plusieurs 

facteurs de croissance. 
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14) Precede de diagnostic du potentiel 
metastasique d'une tumeur chez un patient mettant en 
oeuvre un proced6 selon 1 1 une guelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que les cellules £ 
potentiel angiog£nique incluses dans le gel de collag&ne 
sont des cellules tumorales prdlevees chez ledit patient. 

15) Trousse de diagnostic du potentiel 
metastasique d'une tumeur chez un patient pour la mise en 
oeuvre d'un procede selon la revendication 14, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une ou plusieurs 
series de compart iments proteges, chaque serie conprenant 
un compart iment renfermant un gel de collagene et au moins 
un des c ompax t iment s suivants : 

- un compartiment renfermant un milieu de 
culture adapte auxdites cellules; 

" un compartiment renfermant un ou plusieurs 
facteurs de croissance; 

" un compart iment dans lequel seront plac^es 
des cellules tumorales prelevees chez ledit patient. 

16) Procede de diagnostic d'une pathologie a 
coraposante vasculaire chez un patient mettant en oeuvre un 
procede selon l^une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'a l'une au moins des etapes (a) a 
(c), on ajoute un echantillon biologique prelev6 dudit 
patient et susceptible de contenir des facteurs 
angiogeniques capables de favoriser la morphogen^se 
vasculaire . 

17) Trousse de diagnostic d'une pathologie k 
composante vasculaire chez un patient pour la mise en 
oeuvre d'un proc6de selon la revendication 16, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un 
compartiment protege renfermant un modele selon l'une 
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quelconque des revendications 8 a 11. ou une ou plusieurs 
series de compartiments proteges, chague serie 
comprenant un compartiment renfennant un gel de collagene 
et au moins un des compart iments suivants : 

_ ^ compartiment renfennant des cellules a 

potentiel angiogenique, 

- un compart iment renfermant un milieu de 

culture adapte auxdites cellules ; 

- un compartiment dans lequel sera placee un 
echantillon biologique preleve dudit patient. 

18) Biomateriau pour la realisation 
d' implants colonisables in vivo par les cellules d'un 
organisme, caracterise en ce gu'il est constitue d'un gel 
de collagene comprenant du collagene de type III ou 
constitue exclusivement de collagene de type III. ledit 
gel etant impregne d'au moins un facteur de croissance, de 
preference choisi parmi le VEGF et le FGF. 

19) Biomateriau selon la revendication 18, 
caracterise en ce que ledit gel de collagene comprend 
entre environ -15 et 100 %. et avantageusement entre 30 et 
100 %, de collagfene de type III. 

20) Biomateriau pour la realisation 
d' implants, caracterise en ce gu'il est constitue d'un gel 
de collagene comprenant du collagene de type III ou 
constitue exclusivement de collagene de type III dans 
leguel est inclus des cellules a potentiel angiogenigue ou 
des cellules ayant plus ou moins induit une 
differenciation vasculaire. 

21) Biomateriau selon la revendication 20, 
caracterise en ce gue les cellules a potentiel 
angiogenigue ou les cellules ayant plus ou moins induit 
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une dif f 6renciation vasculaire, sont genetiquement 
roodifiees pour produire in vivo un principe actif 
therapeut ique . 

22) Biomat6riau selon l'une quelconque des 
revendications 20 et 21 , caract6ris6 en ce qu'il est 
impregne d'au moins un facteurs de croissance, de 
preference choisi parmi le VEGF et le FGF. 
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